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ることを見出しましたので，これら金属錯体
を活用して解析を行いました。
銅錯体を活用したMT誘導機構の解析
一般的に，転写因子は標的遺伝子のプロモ
ーター領域に存在する特定の配列に結合する
ことで転写活性化を制御しています。MT誘
導に不可欠とされるMTF-1はMT遺伝子のプ
ロモーター領域の重金属応答配列（MRE）に
結合します。実際に，銅錯体Cu10によって
MREは活性化し，MTF-1の発現を抑制した
内皮細胞では，Cu10によるMT誘導は抑制さ
れていました。このとき，MT-1およびMT-2
の両方の誘導が抑制されていました。一方，
MT遺伝子のプロモーター領域には抗酸化応
答配列（ARE）も存在し，AREには転写因子
Nrf2が結合することが知られています。そこ
で，内皮細胞のMT誘導に対するNrf2の関与
を解析しました。
Nrf2の発現を抑制した内皮細胞では，
Cu10によるMT-1の誘導は抑制されました
が，MT-2ではそのような誘導の抑制は認め
られませんでした。Cu10によって内皮細胞
のNrf2の活性化も認められましたので，
Cu10はMTF-1-MRE経路の活性化だけでな
く，Nrf2-ARE経路の活性化を介して，内皮
細胞のMT誘導を制御していることが明らか
となりました。Nrf2は酸化ストレスに対する
防御タンパク質や第二相解毒代謝酵素の遺伝
子発現を統括的に制御している転写因子です
ので，Nrf2の活性化により制御されるMT-1
は主に解毒に寄与し，Nrf2の活性化に依存し
ないMT-2は元来，亜鉛代謝に寄与していた
のかもしれません。この銅錯体を活用した解
析により，内皮細胞のMT誘導機構はアイソ
フォームにより異なること，またMTアイソ
フォームは元来有していた機能が異なってい
たことを示唆しています（図３）。
また，Cu10によるNrf2の活性化機構につ
いても解析しました。Nrf2は，センサータン
パク質Keap1と複合体を形成し，恒常的にユ
ビキチン－プロテアソーム系により分解され
ることで，その活性は負に制御されていま
す。Keap1は非常に反応性の高いチオール基
を有しているので，重金属などの求電子物質
は，そのチオール基と結合することでKeap1
を不活性化し，その結果Nrf2を活性化しま
す。そのため，代表的なNrf2活性化剤は，
Keap1と結合し不活性化することによりNrf2
の核内移行を促進する求電子物質，あるいは
プロテアソーム分解を阻害する化合物のいず
れかになります。
銅は重金属の中でも比較的高い求電子性を
有しますので，まず，Cu10によるKeap1へ
の結合をBPM-assay（Keap1とCu10と反応さ
せ，その後Keap1のチオール基に結合させた
Biotin-Maleimideをもって，チオール基に対す
るCu10の結合を評価する方法）により解析し
ました。その結果，精製したKeap1のチオー
ル基に対するCu10の結合が認められまし
た。一方Cu10よって，内皮細胞のタンパク
質のポリユビキチン化の上昇も認められまし
たので，Cu10はKeap1への結合とプロテア
図３　 銅錯体の活用による内皮細胞のMTアイソフォー
ム選択的な誘導機構
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ソーム分解の阻害の両方の活性を有すること
が明らかとなりました。Cu10は，銅の高い
求電子性によりKeap1と結合すること，また
その錯体構造によりプロテアソーム活性を阻
害していることが推察されます。またこのよ
うなNrf2活性化は，Cu10の中心元素である
銅を亜鉛，鉄，あるいはニッケルに置換した
とき消失し，無機銅あるいは配位子ジエチル
ジチオカルバメートのみではそのような活性
は認められませんでした。
すなわちCu10は，中心元素を銅としたジ
エチルジチオカルバメート錯体構造を構築す
ることで，はじめてNrf2の活性化能を有す
ることが示されました。
アイソフォーム選択性的にMTを誘導する
ハイブリッド分子
筆者らは，Cu10によるMT誘導機構の解析
と並行して，Cu10と同様にMT遺伝子発現を
上昇させる有機アンチモン化合物Sb35（図
２）を発見していました。Sb35はMT-1およ
びMT-2遺伝子発現を誘導するハイブリッド
分子であり，MTF-1-MRE経路の活性化だけ
でなく，Nrf2-ARE経路の活性化を介して，
内皮細胞のMT誘導を制御していることが明
らかとなりました。また，Nrf2-ARE経路は
Sb35によるMT-1の誘導には関与しました
が，MT-2の誘導には関与せず，これはCu10
を活用して得られた結果を支持するものであ
りました。そこで，このSb35の中心元素で
あるアンチモンを同族元素のヒ素（As）ある
いはリン（P）に置換したAs35ならびにP35と
の比較を行いました。
まず内皮細胞における毒性評価を行いまし
たところ，Sb35，As35，P35の順に毒性が増
強されていくことが観察されました。一般的
に，無機のアンチモンやヒ素は毒性の強い元
素であり，一方リンは生体に豊富に存在して
いますので毒性はないと考えられています。
しかしながら，ハイブリッド分子の毒性はそ
の逆の結果を示しており，有機︲無機ハイブ
リッド分子の毒性は有機︲無機ハイブリッド
分子を構成する中心元素で単純に予測するこ
とは難しいと示唆されます。
次に，Sb35ならびにAs35，P35による内皮
細胞のMT誘導も比較しました。Sb35によ
り，内皮細胞のMT-1およびMT-2の遺伝子発
現の上昇が認められ，As35はSb35とほぼ同
様のMT誘導能を示しました。驚くべきこと
に，P35はMT-1遺伝子発現の上昇は認められ
ず，MT-2遺伝子選択的に発現上昇が認めら
れました。このP35によるMT-2選択的な誘
導機構の詳細は解明されていませんが，内皮
細胞のMT誘導はアイソフォーム選択性を有
することを支持する結果となりました。
おわりに
本稿では，バイオオルガノメタリクスの成
功例として，内皮細胞のMT誘導機構の解析
についてご紹介しました。
これまでMTの誘導機構はアイソフォーム
による違いはないとされてきましたので，本
研究により内皮細胞のMT機構はアイソフォ
ーム単位で異なることを示すことができまし
た。しかしながら，内皮細胞のMTの誘導機
構については未だ解明されていない部分も残
されています。
内皮細胞のMT誘導には亜鉛の結合による
MTF-1の活性化が不可欠ですが，最近，この
亜鉛の供給を制御するトランスポーターを発
見しました。また，内皮細胞のMT誘導に
は，細胞種選択的なMT誘導機構が存在する
ことを示唆する結果も得ています。内皮細胞
のMT誘導機構を解析する上で，有機︲無機
ハイブリッド分子を活用する戦略が非常に有
効であることはこれまでの研究により明らか
です。
本研究の発展が，バイオオルガノメタリク
スの今後の発展に貢献することが期待されま
す。
